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緒 言
近年，様々な生物種のゲノム塩基配列情報が急速に整備され，作物育種の分野においてもこ
れらの情報を活用した分子育種技術の発展が期待されている．この様な背景に加え，最近では
TILLING法１）を筆頭とする新たな DNAベースの突然変異体スクリーニング法が開発され，ゲ
ノム情報に基づいた逆遺伝学的手法による作物の改良もいよいよ現実味を帯びてきた．
In our laboratory, we have been studied about the function for commercially important genes of soy-
bean and the application of them for molecular breeding purpose by using a reverse genetics technique
with the information of soybean genome. As a part of our project, “Soybean mutant library” have been
developed and preserved. This “Mutant library” consists of approximately 36,000 M 3 seeds and their
genomic DNAs that are obtained from different mutagens (such as X-ray or EMS) treated populations.
This “Mutant library” is an indispensable material for reverse genetic research using Targeting Induced
Local Lesions IN Genomes (TILLING)-like method, but it is quite difficult to provide an adequate
amount of genomic DNAs due to screening for huge numbers of target genes. The re-extraction and/or
scale-up preparation of genomic DNAs from these large numbers of mutant lines are very labor-intensive
and nearly impossible, and so it have been desired to develop the efficient method for re-amplification of
the once prepared genomics DNA set in vitro .
However, there is no report applying re-amplified genomic DNAs for TILLING analysis as tem-
plates. In this study, we try to evaluate the re-amplification efficiency of “Soybean mutant library” by us-
ing Multiple Displacement Amplification (MDA) method that has a higher fidelity and amplification effi-
ciency than the other in vitro amplification methods for genomic DNA. As a result, it demonstrated that
re-amplified genomic DNAs with the MDA method optimized in this study had an enough quality as
TILLING templates.
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そこで我々は，ゲノム情報を利用したダイズ（Glycine max L. Merr.）育種の効率化を目的と
して，X-線や EMS等を変異原として作成した突然変異体集団より，それぞれの系統に対応す
るM３種子とゲノミック DNAを収集し，“ダイズ突然変異体ライブラリー”として保存して
おり，その数は２００９年１月現在で約３６，０００系統にのぼる．この“突然変異体ライブラリー”は，
既にいくつかの脂肪酸生合成酵素遺伝子や開花期調節遺伝子に変異を生じた有用突然変異系統
の単離に利用されているが２），このライブラリー中にはそれ以外にも様々な遺伝子上に突然変
異を生じた系統が含まれていると予測され，多様な突然変異系統のスクリーニングに利用が可
能であると考えられる．しかしながら，この様に大規模な突然変異体集団の維持，とりわけ DNA
サンプルの再調整には莫大な労力を要することから，一旦調整した DNAセットを様々な標的
遺伝子のスクリーニングに使用できることが望ましい．そのためには，予め十分量の DNAを
確保しておくことが望ましいが，変異体集団規模の拡大に伴い，個々の植物体から DNA抽出
を行う際のスケールアップはその労力を考慮すると現実的には極めて困難である．そこで，す
でに保存されている少量のゲノム DNAサンプルを鋳型として in vitro で再増幅することがで
きれば，一旦作成した変異体の DNAセットをより有効に使用できると考えられる．
これまで，ヒトの単一細胞や血液など希少サンプルからのゲノム DNAの回収等を目的とし
て，様々な全ゲノム増幅（Whole Genome Amplification）法が開発されてきたが，その多くは PCR
法を基本とした方法であったため煩雑な温度管理が必要であり，使用する TaqDNAポリメラー
ゼの特性による複製エラー率の高さと伸長性の低さがネックとなっていた．そのため，せいぜ
い５～６kbp程度の短い DNA断片しか増幅することができず，ゲノム全体を均一かつ正確に
増幅することは難しかった３－６）．これに対し，２００２年に報告されたMDA（Multiple Displacement
Amplification）法は，バクテリオファージ由来の Phi２９DNAポリメラーゼ７）を利用したランダ
ムプライミングによりゲノム全体を増幅させる方法である８）．この方法に用いる Phi２９ DNAポ
リメラーゼは複製エラー率が１０－６～１０－７と極めて低く，伸長性も優れていることから，オリジ
ナルの塩基配列を忠実に反映したゲノム DNAの増幅が可能であり，平均鎖長も７０kbp以上の
長鎖 DNAが得られる９－１１）．また，このポリメラーゼは DNA合成の進行方向上流に存在する２
本鎖 DNA構造を１本鎖に剥がしながら伸長を続けるという特徴を持つため１１），PCR法のよう
に厳密な温度管理を必要とせず，反応液を３０の一定温度に保温するだけで連続的に DNAの
複製反応が続き，ごく少量の DNAサンプルから一晩で約１，０００～１００，０００倍もの量の増幅産物
を得られることから，多検体試料の処理に適していると考えられる（図１）．更に，この増幅
産物は SNPs解析やシークエンス解析の材料としても十分使用可能であることも報告されてい
る８，１２）．
このような利点を持つ，MDA法は，我々が開発してきたダイズ突然変異体ライブラリーの
様に多数の検体を含むサンプルの増幅に適した DNA増幅法であると考えられる．しかしなが
ら，市販されているMDA法を利用した DNA増幅キットや，Phi２９DNAポリメラーゼは極め
て高価であり，今回の様な多検体試料への利用は難しいことに加え，数系統分のゲノム DNA
を混合したプール DNAを鋳型とした反応において，マイナーアリルの塩基配列をどの程度忠
実に複製するかについての知見は全く得られていなかった．
そこで，本研究では高純度の組換え型 Phi２９DNAポリメラーゼを調製し，得られた酵素を用
いたMDA法により再増幅を行った DNAプールを鋳型とした場合に，TILLING（Targeting In-
duced Local Lesions IN Genomes）法による突然変異系統の検出が可能であるかという点につい
て検証を行った．
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材 料 と 方 法
１．大腸菌中での組換え型Phi２９DNAポリメラーゼの発現と精製
T７プロモーターの下流に Phi２９DNAポリメラーゼの遺伝子を組込んだ大腸菌発現用プラス
ミド（図２）は，酵母相同組換え系１３）を用いて作成した．続いて，このプラスミドを導入した
BL21（DE3）RIL株を抗生物質を含む LB液体培地に植菌し，３７で OD６００＝０．５～０．６となるま
で培養し，最終濃度１mMの IPTG（isopropyl-β-D-１-thiogalactopyranoside）を添加後，３０で
図１．MDA法の原理
アルカリ変性した鋳型 DNAに結合した部分ホスホチオエート化ランダムプライマー（Ａ），鋳型・プライ
マー複合体を認識した Phi２９DNAポリメラーゼ（Ｂ），Phi２９DNAポリメラーゼによる新生鎖の合成・伸長（Ｃ‐
Ｆ），Phi２９ DNAポリメラーゼによる鎖置換反応（Ｅ），新生鎖・プライマー複合体を認識した Phi２９ DNAポ
リメラーゼによる二次新生鎖の合成・伸長（Ｆ）．
図２．Phi２９DNAポリメラーゼ発現用プラスミドの構造
２µ ori.：酵母２µ複製開始点，Amp r：アンピシリン耐性遺伝子，f１ori.：
M１３ファージ複製開始点，lacI：lac リプレッサー，lacO：lac オペレー
ター，Phi２９DNA pol. : Phi２９ファージ p3遺伝子，pUC ori.：pUC複製開
始点，T７pro.：T７ファージプロモーター，T７ter.：T７ファージターミネー
ター，URA3：ウラシル要求性マーカー遺伝子．
中島・穴井：ダイズ突然変異体ライブラリーの増幅を目的としたMultiple Displacement Amplification（MDA）法の最適化 ３１
約３時間タンパク質の発現を誘導した．
組換え型 Phi２９DNAポリメラーゼの精製は Lázaroら１４）の方法を一部改変して行った．凍結
保存していた菌体を湿重量の約６倍量の１M NaClを含む Buffer A［５０mM Tris-HCl（pH７．５），
１mM EDTA,７mM２-mercaptoethanol，５％グリセロール（v/v）］に懸濁した後，最終濃度３
／mlの Lysozymeを加え，氷上で１０分間の超音波処理を行うことにより菌体を破砕した．その
後，得られた菌体抽出液に，PEI（polyethylene imine）を加え，大腸菌由来の DNAを沈殿・除
去した．この上清より，３５‐６５％飽和の硫安沈殿によって回収された画分を０．２M NaClを含む
Buffer Aで透析した後，Phosphocellulose P-１１（Whatman）カラムに吸着させ，０．３５～１Mの
NaClによる直線グラジエントで溶出を行った．次に，プールした活性画分を塩濃度が０．２M
NaClとなるように Buffer B（Buffer A＋２mM ZnSO４）で希釈した後，再度 Phosphocellulose P-１１
カラムに吸着させ，０．７M NaClを含む Buffer Bで溶出した．続いて，回収した活性画分を Buffer
Bで約３．５倍に希釈した後，Blue-Sepharose（GE Healthcare）カラムに吸着させ，０．８～１Mの
NaClによる直線グラジエントで溶出した．更に，得られた活性画分を Buffer Bで塩濃度が０．３
M NaClとなるように調整した後，Heparin-Sepharose（GE Healthcare）カラム吸着させ，０．８M
NaClを含む Buffer Bで溶出した．最終的に得られた活性画分は，終濃度５０％のグリセロール
（v/v），０．５％の NP-４０（Fluka）および０．５％の Tween-２０（SIGMA-ALDRICH）を加えて－２０
に保存した．
２．ゲノミックDNAの調整
ゲノミック DNAの抽出はダイズ（品種 Bay）緑葉組織を材料として，改変した CTAB法１５）
を用いて行った．また，得られたゲノミック DNAは既知の濃度のゲノミック DNAとともに
１％アガロースゲルを用いて１００Vで３０分間電気泳動を行った後，EtBrを用いて染色し，比較
することにより純度および濃度を確認した．
３．MDA法によるDNAの増幅と精製
MDA法では，はじめに鎖型となる二本鎖 DNAをアルカリ処理等により一本鎖 DNAに変性
させた後，部分ホスホチオエート化ランダムプライマーを結合させる（図１A）．続いて，こ
の複合体を Phi２９DNAポリメラーゼが認識し，新生 DNA鎖の合成・伸長が開始される（図１
B，C）．その後新生鎖の伸長に伴い，DNAの鎖置換が起こる（図１D）．更に，その結果生じ
る新生鎖の一本鎖部分へのプライマーの結合により（図１E），繰返し新生鎖の合成・伸長が
続き，連続的に DNA増幅が行われる（図１F）.
具体的には，鋳型 DNAに最終濃度５０µMの部分ホスホチオエート化ランダムプライマ （ー５’‐
NNNNsNsNsN‐３’）と等量のアルカリ変性溶液［５０mM KOH，１．２５mM EDTA］を加え一本鎖に
変性させた後，２５mMの HClで中和した．この溶液にそれぞれの最終濃度で１mMの dNTPs，
４０mMの Tris-HCl（pH７．５），４０mMの KCl，１０mMの MgCl２，５mMの（NH４）SO４，４mM の
DTT，１uinit/mlのピロフォスファターゼおよび１unit/µlの Phi２９DNAポリメラーゼを加え，
３０で１７時間反応させた．反応後，６５で１５分間加熱して酵素反応を停止させた．また，イソ
プロパノール沈澱は，増幅産物に対し１／１０量の３M NaOAc（pH６．０）および１．５倍量のイソプ
ロパノールを加え，－８０に１時間静置した後，遠心分離によって DNAを回収し，等量の TE
バッファーに溶解した．PEG沈澱は，増幅産物に対し，最終濃度で１Mの NaClおよび１５％の
PEGを加え氷上に１時間静置した後，遠心分離によって DNAを沈殿し，７０％エタノールで洗
浄した．ゲル濾過は，バイオスピンカラム３０-Tris（BIO-RAD）を使用し，添付の説明書に従っ
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て行った．
４．PCR法によるDNAの増幅
４種類の遺伝子（GmFAD2-1a, GmFAD2-1b, GmSte-2a および GmActin）の検出には，それぞ
れの配列に特異的なプライマーセット（GmFAD2-1a-INT1-F1; 5’-tacatattacacattcagcaaaacaactga-3’
および GmFAD2-1-Full-H-R1; 5’-gggaagcttatacacaaagtcattacgcggcaa-3’, GmFAD2-1b-INT1-F1; 5’-tct
gtcacttccctccattcattttg-3’および GmFAD2-1-Full-H-R1; 5’-gggaagcttatacacaaagtcattacgcggcaa-3’, GmSte
2-Full-F1; 5’-cccaccaccgccaccttcttccgccgtta-3’および GmSte2-SEQ5R; 5’-agaaagctccgattgccatgtcacgt-
3’もしくは GmACT1HT-F1; 5’-gtttgcgacaatggaacaggaacaggaatggttaag-3’および Soy-Actin-R; 5’-taatc
ttcatgctacttggggc-3’）を用い，最終濃度が４０mMの Tricine-KOH（pH９．２），１５mMの KOAc（pH
６．０），３．５mMの Mg（OAc）２，３．７５／mlの BSA，０．００５％ Tween-２０，０．００５％の NP-４０，２００
µMの dNTPs，５０units/mlの Pfu DNAポリメラーゼ，各１µMのプライマーセットおよび３０～
０．０３ng/µlの鋳型 DNAを含む反応液を調整し PCRによる増幅を行った．なお，本 PCRでは，
９５で５分間の処理を一回行った後，９５で３０秒間；６５で３０秒間；７２で９０秒間の処理を３５
回繰り返し，最後に７２で５分間の処理を一回行うプログラムを用いた．また，TILLING法
による変異の検出に用いた５種類の遺伝子（GmFAD2-1a, GmFAD2-1b, GmphyA1, Gmβ-1,3-
Glucanase および GmFAD3-2a）の増幅には，それぞれの配列に特異的なプライマーセット
（GmFAD2-1-Full-F3; 5’-attgatagcccctccgttcccaaga-3’および GmFAD2-1-SEQ-3R ; 5’-attgtgagtgtgac
gagaagagaaac-3’, GmFAD2-1b-INT1-F1および GmFAD2-1-Full-H-R1, phyA1-L34844-F ; 5’-cctagcca
atcatccagcaattcaa-3’および Gm38×67-R1 ; 5’-gtgcatctcgcatcagcatacaca-3’, Gm13glu-F2 ; 5’-gatcaattac
cagtttcaatccaagtca-3’および Gm13glu-R1 ; 5’-gagtaatcagcaccgagtttatga-3’ , GmFAD3-2a-Full-F ; 5’-gtg
acatgtatgaatgatgtatcttgta-3’および GmFAD3-2a-INT1-R ; 5’-gtgtgcgatgtataaagaaagtgtga-3’）を用い，
他は前述の条件に従って PCR反応を行った．ただし，Gmβ-1,3-Glucanase および GmFAD3-2a
についてはアニーリング温度のみを，６５から５８に，伸長時間を９０秒間から２分間にそれぞ
れ変更したプログラムを用いた．
５．TILLING法による変異の検出
KK２１系統および Bay由来のゲノミック DNAを１：１，８：１もしくは１６：１の３段階の
混合比で予め混合し，前述のMDA法に供した．その後，得られた増幅産物５０ngを鋳型とし
て，前述の PCR法により GmFAD2-1a 遺伝子の増幅を行った後，得られた PCR産物を再度熱
変性した後，ゆっくりとヘテロデュープレックスの形成を促した．この溶液に，それぞれの最
終濃度が２００mMの HEPES-NaOH（pH６．５），１０mMの KCl，３mMのMgCl２，０．０１％の TritonX‐
１００および０．０２５unit/µlの CEL１を加え，３７で２０分間反応させた．その後，２％アガロース
ゲルを用いた電気泳動を行い，GelRed（Biotium）染色によりそれぞれの DNAの切断パターン
を解析した．
また，その他４遺伝子についても，鋳型として，８系統分の DNAを混合した DNAプール
をMDA法により増幅した以外は，前述と同様の条件で検出を行った．
結果および考察
１．組換え型Phi２９DNAポリメラーゼの発現と精製
Phi２９DNAポリメラーゼの発現を確認するため，得られた大腸菌抽出液を７．５％の SDS-PAGE
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を用いて分析した．その結果，この抽出液中には約６６kDaの分子量を示すタンパク質の存在が
確認された．このタンパク質は，３５‐６５％飽和硫安分画のうち約２０％程度の量を占めており，
以前に報告されている天然型の Phi２９DNAポリメラーゼと分子量もほぼ一致していることか
ら７），目的とする組換え型の Phi２９DNAポリメラーゼである可能性が高いと考えられた．また，
精製過程においても，この約６６kDaのタンパク質の挙動と DNAポリメラーゼ活性は完全に一
致しており，最終的にこの約６６kDaのタンパク質は SDS-PAGE上でほぼ単一のバンドとして
精製された（図３）．また，精製段階が進むに従って酵素活性が高まっていることも確認され
た（データ未掲載）．
更に本研究では，非常に微量の鋳型 DNAからのMDA法による DNAの増幅を想定してい
るため，大腸菌由来 DNAの微量の混入も重大な問題となると考えられたことから，PEI処理
による DNAの除去を試みた．その結果，未処理の酵素を用いたMDA法では，鋳型 DNAを
含まない反応液においても残存する大腸菌 DNAに由来すると考えられる DNAの増幅（デー
図３．Phi２９DNAポリメラーゼの精製
レーン１～３は Phosphocellulose P-１１カラム（一回目），レーン４～６は Phosphocellulose
P-１１（二回目），レーン７～９は Blue-Sepharoseカラム，レーン１０および１１は Heparin-
Sepharoseカラムにより得られた画分，また，レーン１，４，７および１０はカラム非吸着
画分，レーン２，５および８はカラム洗浄画分，レーン３，６，９および１１は溶出され
た活性画分の SDS-PAGE電気泳動像．＊は約６６kDaのタンパク質を示す．
図４．MDA法に用いる鋳型 DNA量の違いと増幅産物量の変化
レーン２～１１はそれぞれ２，５００，１，２５０，６２５，３１３，１５６もしくは７８pgの DNAを鋳型として使用した際
のMDA法による増幅産物，レーン１２は鋳型 DNAを含まないMDA産物，レーン１は１００ngの未増幅のゲ
ノミック DNAのアガロースゲル電気泳動像．
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図５．MDA産物を鋳型とした際の PCR反応による遺伝子増幅
レーン１～４は未増幅のゲノミック DNA，レーン５～８はMDA法によって得られた未精製の増幅産物，
レーン９～１２はMDA法と２‐プロパノール沈澱，レーン１３～１６はMDA法と PEG沈澱，レーン１７～２０は
MDA法とゲル濾過法の組み合わせによって得られた鋳型を，それぞれ，３０，３，０．３もしくは０．０３ngず
つ用いて PCR反応を行った際のアガロースゲル電気泳動像．
図６．MDA法で得られた増幅産物を用いた TILLING法による変異の検出
Ａ：MDA産物の混合比率と TILLING産物の変化．未増幅（レーン１～３）もしくはMDA法により増
幅した（レーン４～８）２種類（Bayおよび KK２１系統）のゲノミック DNAを，それぞれ，Bay：KK２１＝
１：０（レーン１および４），０：１（レーン２および５），１：１（レーン３および６），８：１（レー
ン７），１６：１（レーン８）の比率で混合した鋳型を用いて TILLING法により変異を検出した際のアガロー
スゲル電気泳動像．矢印は切断された DNA断片を示す．
Ｂ：未増幅の DNAプールを鋳型とした TILLING法による変異の検出．GmFAD2-1b（レーン１および２），
GmphyA1（レーン３および４），Gmβ-1,3-Glucanase（レーン５，６および７）もしくは GmFAD3-2a（レー
ン８）遺伝子上に変異を持つ系統を含む DNAプールを鋳型として，TILLING法により変異を検出した際
のアガロースゲル電気泳動像．
Ｃ：MDA法によって増幅した DNAプールを鋳型とした TILLING法による変異の検出．MDA法により
増幅した DNAプールを鋳型として，パネルＢと同様の実験を行った際のアガロースゲル電気泳動像．
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タ未掲載）が確認されたのに対し，PEI処理を行った場合には，１７時間反応させた後でも全く
大腸菌由来の DNAの増幅は検出されず（図４，lane１２），宿主由来の DNAはほぼ完全に除去
されたと考えられた．更に，過剰量の最終精製酵素を用いて DNAの増幅を行った場合にも DNA
の分解は観察されず，本酵素は DNase等の混入がほとんどない純度にまで精製されたことも
確認された（データ未掲載）．
２．MDA法によるDNAの増幅と増幅産物の評価
本研究の目的の一つは，いかに微量の DNAから TILLING法によるスクリーニングの鋳型
を調整するかということである．そのため，先に精製した Phi２９DNAポリメラーゼを使用し
て，MDA法を行う際に最低限必要となる鋳型 DNA量を明らかにするため，鋳型 DNAを２．５ng
から１／２ずつ順次希釈した反応液を調製して DNAの増幅を試みた．この結果，今回調製し
た全ての反応液においてダイズゲノム DNAの増幅が観察され（図４），約７８pgの鋳型を用い
た場合まではほぼ等量の増幅産物の生成が確認された．これは，Deanら８）のヒトゲノム DNA
を用いた報告とほぼ同等な結果であり，今回の我々の実験では，７８pgの鋳型 DNAから２．５
の増幅産物が得られたことから，増幅率は約３２，０００倍であった（図４，lane７）．以上より，
本研究で精製した酵素を用いたMDA法は，少なくとも１００pg程度の鋳型 DNAが存在すれば，
効率的に DNAの増幅が可能であることが明らかになった．
そこで，次にMDA法による増幅のゲノムレベルでの均一性について評価するために，ダイ
ズゲノム中に存在する４個の遺伝子（GmFAD2-1a, GmFAD2-1b, GmSte-2a および GmActin）に
特異的なプライマーを用いて，PCR法によるそれぞれの塩基配列の増幅を試みた．またこの
際，MDA法の反応液中に残存する高濃度のランダムプライマー等による PCR反応への影響も
懸念されたため，我々はMDA法によって増幅された DNAを直接鋳型として使用する場合に
加えて，３種類の異なる方法により精製した DNAを鋳型とした場合についても増幅を試みた．
その結果，MDA法で増幅した DNAを鋳型として用いた全ての場合において，０．０３ngの鋳型
DNAを使用した際に，有意な PCR産物の減少が認められたものの，十分量の DNAを鋳型と
して用いた場合には，MDA法による増幅の有無に関わらず，全てのプライマーセットでほぼ
同等量の PCR産物が得られており（図５），これらのプライマーセット間での増幅効率には，
ほとんど差は認められなかったことから，MDA法によりゲノム DNA全体がほぼ均一に増幅
されていることが確認された．
以上の結果より，今回MDA法によって増幅されたダイズゲノム DNAは未増幅の DNAと
同様に PCR等の鋳型として利用が可能であることが明らかになった．
３．MDA法によって増幅したDNAを用いた TILLING法による変異の検出
MDA法により増幅された DNAは，鎖長が長く，複製エラーが少ないと報告されているこ
とから１０‐１２），単一系統のゲノム DNAを鋳型とした場合のMDA増幅産物は，TILLING法によ
る変異の検出にも使用可能であろうと予測された．しかしながら，数系統分のゲノム DNAを
混合した DNAプールを鋳型としてMDA法により再増幅を行った場合も含め，MDA法の増幅
産物を鋳型として TILLING法によるスクリーニングが可能であるかどうかについての情報は
全く無かった．そこで，以前の我々の研究において１６）GmFAD2-1a 遺伝子上に一塩基の欠失が
生じていることが明らかにされている KK２１系統と野生型の GmFAD2-1a 遺伝子を持つ Bayの
DNAを異なる比率で混合した鋳型をMDA法による増幅に用い，この増幅産物を TILLING法
に使用した際に変異の検出が可能であるかの検証を行った．この結果，野生型と変異型の DNA
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の混合比率を１６：１とした場合にも明確に切断されたバンドが確認された（図６A，lane８）．
この検出条件は，実際の TILLING法によるスクリーニングの際に使用される８系統分の DNA
プール中の１系統が，ヘテロで変異遺伝子を保持している場合とほぼ同等であり，実用的な感
度で変異の検出が可能であることが示唆された．
そこで，実際のスクリーニングに用いている DNAプールを増幅した場合にも，突然変異の
検出が可能であることを検証するため，４個の遺伝子（GmFAD2-1b, GmphyA1, Gmβ-1,3-
Glucanase および GmFAD3-2a）について実際に TILLING法によるスクリーニングで変異体が
得られた DNAプールをMDA法により増幅し，これを鋳型とした際の TILLING法による変異
の検出を試みた．この結果，MDA法で増幅した DNAプールを用いた場合にも，未増幅の場
合と比較してもほぼ遜色のない明瞭な切断バンドが確認され（図６C），MDA法は，複数のマ
イナーアリルを含む DNAプールの増幅にも十分使用可能な手法であることが証明された．
以上の結果より，既に混合したダイズ突然変異体ライブラリーの増幅にもMDA法は有効で
あり，本法の利用により TILLING法によるスクリーニングに用いる大規模な変異体集団の
DNAプールの維持が飛躍的に容易になると考えられる．
摘 要
我々の研究室では，ゲノム情報を活用した逆遺伝学的手法によるダイズの遺伝子機能解析お
よび分子育種についての研究を進めてきた．その一環として，X‐線や EMS等の変異原処理に
よって得られた約３６，０００の突然変異系統に対応するM３種子とゲノミック DNAからなる“ダ
イズ突然変異体ライブラリー”の開発および保存を行ってきた．この“突然変異体ライブラ
リー”は Targeting Induced Local Lesions IN Genomes（TILLING）法等の逆遺伝学的手法を用い
た研究に必要不可欠なものであるが，多種類の標的遺伝子に対するスクリーニングに使用する
ために十分量のゲノム DNAを確保することは極めて困難であった．このように多くの変異系
統からのゲノム DNAの再抽出や処理スケールの拡大には莫大な労力を必要とし，現実的には
極めて困難であることから，一旦作成したスクリーニング用の DNAセットを in vitro で効率
的に再増幅する方法の開発が待たれていた．しかしながら，これまでに in vitro で再増幅した
ゲノミック DNAを鋳型として TILLING法によるスクリーニングを行った例は報告されてい
ない．
そこで本研究は，種々の in vitro でのゲノム増幅法のうちでも忠実性と増幅効率が高いMulti-
ple Displacement Amplification（MDA）法を用いて，“ダイズ突然変異体ライブラリー”の再増
幅の効率を評価した．その結果，本研究で最適化されたMDA法により再増幅したゲノミック
DNAは，TILLING法によるスクリーニングの鋳型として，十分な品質を備えていることが明
らかになった．
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